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第 1 章 序論 
1.1 はじめに 
 血管免疫芽球性 T細胞リンパ腫 (Angioimmunoblastic T-cell lymphoma：AITL)






例では、高 γ グロブリン血症、血清 LDH 上昇、赤血球沈降速度亢進がみられ、
自己免疫疾患合併の頻度も高い[1, 2]。 
 AITLの腫瘍細胞はほとんどの症例で CD4 陽性であり、また近年の研究成果に
よって CD10、BCL6、CXCL13、PD-1などの発現をしばしば認め、本腫瘍の正
常対応細胞はリンパ濾胞 helper T細胞 (follicular helper T cell : Tfh)であると認識
されている[2, 3]。 
 また、末梢性 T 細胞リンパ腫、非特異群 (Peripheral T-cell lymphoma, not 
otherwise specified : PTCL-NOS)は、PTCLの約 30%を占め、他の疾患単位のいず
れにも属さない PTCLと定義されている。この PTCL-NOS の中にも Tfhマーカ








 近年、TET2、IDH2、DNMT3A 遺伝子変異が AITLにおいて高頻度に認めら











- 3 - 
 
められることを明らかにした。 
 序論では、まず我々のチームが同定した AITLにおける RHOA 遺伝子変異に
ついて説明し、Rho family GTPase について概論していく。 
 
1.2 背景 
1.2.1 AITLにおける新規遺伝子変異 G17V RHOAの同定 
我々のチームは、AITL における特異的な新規遺伝子変異を検出するために、
AITL 3 例および PTCL-NOS 3 例の検体 (Table 1) を用いてWES を行った。 
WES の結果、計 87個のノンサイレント変異が同定された (Fig. 1)。内訳はミ
スセンス変異が 79、ナンセンス変異が 5、フレームシフト変異が 2、ノンフレー
ムシフトの欠失が１であった。これらのうち、複数の検体で同定された変異遺
伝子は RHOAのみであり、AITL 3 例、PTCL-NOS 1 例の 4検体で確認された。
RHOAの変異部位は全て c.50G>Tのミスセンス変異であり、この変異から生じ
るアミノ酸置換は p.G17Vであった。いずれの検体でも、RHOA 付近のアレル不
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PTCL1 53 F AITL diagnosis stage4A PB*1 original
PTCL2 84 M AITL diagnosis stage2A BM*2 original
PTCL3 75 F PTCL-NOS diagnosis stage4B BM original
PTCL4 75 M AITL diagnosis stage4B BM original
PTCL5 45 M PTCL-NOS diagnosis stage3B buccal mucosa original
PTCL6 68 M PTCL-NOS diagnosis stage2A BM original  
 
*1
 PB, peripheral blood cells    
*2
 BM, bone marrow cells  
 
Table 1  WESで用いた患者検体 






Fig. 1  WES より得られた体細胞変異の分布 









Fig. 2  SNPマイクロアレイによるコピー数変動、アレル不均衡の解析 
WESで用いた検体のゲノムDNAを、250k GeneChip SNP genotyping microarray (Affymetrix)
にて解析した。アレイデータはCopy Number Analyzer for GeneChips (CNAG) software[14]にて
アレル特異的コピー数を解析した (http://www.genome.umin.jp)。RHOA付近のアレル不均衡
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我々のチームは、さらなる詳細な解析のため、RHOA遺伝子のターゲットシー
ケンスを、WESの6例を含んだ79例 (AITL 46例、PTCL-NOS 33例)に対して行っ
た。さらに、G17V RHOAのホットスポットシーケンスを、追加で80例 (AITL 26
例、PTCL 54例)に対して行った (Fig. 3)。 
シーケンスの結果、RHOA変異は159例中の66例で認められ、その頻度はAITL
で特に高かった (AITL：51/72 (70.8%)、PTCL：15/87 (17.2%))。このうち、64例
はc.G50T/p.G17V変異であり、残りの2例はインフレーム変異のc.49_51del 
/p.G17delと、ミスセンス変異のc.482C>A/ p.161A>E であった (Fig. 4, Table 2)。




変異とTfhの特徴を有するPTCLとの相関が極めて強いと推測された (Table 3)。 
 




Fig. 4  RHOA遺伝子変異の位置 
159例のシーケンスの結果から得られた RHOA変異の位置を示す。黒三角はターゲットシー
ケンスで同定されたもの、白三角はホットスポットシーケンスで同定されたものである。1











c.G50T p.G17V Missense 37
c.C482A p.A161E Missense 1
c.49_51del p.G17del Nonframeshift del 1
c.G50T p.G17V Missense 27
Targeted Sequencing (n = 79)
Hotspot Sequencing (n = 80)
Total (n = 159)
 
 
Table 2  RHOA 遺伝子変異のまとめ 
各シーケンス解析で見つかった RHOA変異のまとめを示す。 
ターゲットシーケンス 79例中、G17V 変異が 37 例、A161E 変異が 1例、G17del変異が 1
例であった。ホットスポットシーケンスでは、80例中 27例に G17V変異を認めた。 
 
 





[ T cell malignancies ] n=170
AITL *1 51/72 (70.8)
PTCL-NOS 15/87 (17.2)
    with Tfh-like features 13/21 (61.9)
    w/o Tfh-like features 0/38 (0)
    ND*2 2/27 (7.4)
Other T cell malignancies 0/11 (0)
[ B cell malignancies ] n=91
DLBCL 0/44 (0)
FL 0/19 (0)
Other B cell malignancies 0/28 (0)




MDS/MPN 0/3 (0)  
  *1 G17del 1 例、A161E 1 例を含む 
 *2
 Not determined                 
 
 
Table 3  他の血液腫瘍における G17V RHOA変異 
B 細胞腫瘍 91例、骨髄性腫瘍 142例には G17V RHOA変異は認められなかった。 
T 細胞リンパ腫 170例のうち、G17V RHOA変異を認めたのは AITL、および PTCL-NOS の
みであった。このうち、Tfh-like featuresを持たない PTCL-NOS には変異が見られなかった。 
※Tfh-like features：免疫組織学検査にて、以下の 4項目のうち、2項目以上当てはまるもの
を Tfh-like featuresと定義する。(1) 腫瘍細胞が CD10陽性 (2)腫瘍細胞が PD-1陽性 (3) 
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1.2.2 Rho family GTPases について 





って主に制御されている (Fig. 5)。１つ目は、Rho guanine nucleotide exchange 
factor (RhoGEF)であり、不活性型Rhoに結合したGDPをGTPに置換することで活
性型へと移行させる。多くのRhoGEFは、触媒活性を有するDbl homology (DH)
ドメインと隣接するPleckstrin homology (PH)ドメインを持つ[16] 。2つ目はRho 
GTPases-activating protein (RhoGAP)であり、Rhoの内在的なGTPase活性を亢進さ
せることで、活性型Rhoに結合しているGTPをGDPに加水分解し、Rhoを不活性
型へと移行させる[17]。３つ目のRho guanine nucleotide dissociation inhibitor (Rho 
GDI)は、不活性型RhoのC末端にあるイソプレニル基に結合してGDPの解離を抑









Fig. 5  分子スイッチとしての Rho Family GTPase (文献 19より引用) 
Rhoは GTP と結合した活性型と、GDP と結合した不活性型の間を往復して、細胞内の分
子スイッチとして機能している。Rhoは RhoGEFによって GDP と解離し、細胞質内に豊富











変異 (G12V Ras)、DN変異 (G15A Ras、S17N Ras)の位置を示している。 
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低分子量 GTP 結合タンパク質の細胞内での機能に関しては、以前より活性型
変異体およびドミナントネガティブ (dominant negative: DN) 変異体を用いて研
究がなされてきた。その代表的なメンバーが Ras である。活性型変異体として
用いられる G12V Ras は、実際に悪性腫瘍検体から同定されたものであり、また、
DN変異体は、ランダムに突然変異を導入した変異体を用いた実験によって見出
され、その中でも最も利用されている変異体は S17N Rasである[21]。Fig.6 に示
したように、Ras と RHOA、Cdc42、Rac1 の N末端領域のアミノ酸配列は極め
て類似しており、同様の立体構造をとると考えられる。RHOAについても、Ras






ータンパン質としては mDia (mammalian homolog of Drosophila diaphanous)と
ROCK (Rho-associated coild-coil forming kinase)の２つが知られている。いずれも
アクチン細胞骨格に対する作用が明らかにされており、mDiaはアクチン重合を
促進し、線維化アクチンを増生させる一方、ROCK はミオシンを活性化させア
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クトミオシン収縮力の増強と、アクチン脱重合の抑制に働いている[24]。このよ
うに mDia と ROCK はストレスファイバーの形成に協調的に働いているが、互
いに拮抗する作用があることも知られている。Rho を特異的に不活化するボツリ
ヌス C3酵素や ROCK inhibitor を用いた線維芽細胞の解析では、mDiaは c-Srcを
介して Rac の活性化を誘導するのに対し、ROCK はこれを抑制する働きを有す
る[25]。この RHOA-ROCK 経路と RHOA-mDia-Src-Rac 経路の選択は、活性化
RHOAの割合に依存していることも、神経細胞の解析で明らかにされている[26]。
RHOA 活性が高い場合には、ROCK、mDia 共に活性化されるが、ROCK により
mDia経路が抑制されるため、結果として ROCK経路が優位となる。逆に RHOA




RHOA の関与は、RHOA-ROCK 経路が Ras による細胞悪性化に必須であること
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1.3 本研究の目的 





は、この G17V RHOA の詳細な機能解析を行うことを目的に、本研究を開始し
た。 
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第 2 章 材料と方法 
細胞株およびトランスフェクション 
NIH3T3 細胞および HEK293T 細胞の培養には、低グルコースの Dulbecco's 









マウス抗 RHOA 抗体 (Cytoskeleton)、マウス抗 β-actin 抗体 (Sigma)、マウス抗
DDDDK タグ抗体 (MBL)、マウス抗 Myc タグ抗体 (MBL)、マウス抗 GST タグ
抗体 (MBL)、ウサギ抗ECT2抗体 (Millipore)、ヤギ抗マウス IgG/HRP抗体 (Dako)、
ヤギ抗ウサギ IgG/HRP 抗体 (Dako)、ヤギ抗マウス IgG-Alexa Fluor 647 抗体 
(Invitrogen)。 
 
- 15 - 
 
変異導入および遺伝子導入ベクターの作製 
健常人末梢血単核球由来の cDNAから PCR 法を用いて、ヒト RHOAの cDNA
を増幅した。G14V、G17V、 G17del、 T19N、 A161E RHOA変異は、PrimeStar 
mutagenesis Basal Kit (TaKaRa)を用いてプロトコールに従って作製した。そして、
野生型 RHOA、および全ての変異型 RHOAに対し、N末端に Flagタグ、及び c-Myc
タグを挿入した cDNA を作製した。これら全ての cDNAは、発現ベクターであ
る pEF-neo、レトロウイルスベクターである pGCDNsamIRESGFP[30]、または、
テトラサイクリン誘導システムを持つレンチウイルスベクターである
CS-TRE-PRE-Ubc-tTA-I2G7[31]へ挿入した。また、GFP 融合 ECT2 の cDNAから
N末端欠損型変異体 (414－882残基)を PrimeStar mutagenesis Basal Kit を用いて

















RHOA活性の評価を RHOA activation assay kit (Cytoskeleton)を用いてプロトコ
ール通りに行った[33]。グルタチオン-S-トランスフェラーゼ (GST)を融合させ
た Rhotekin の RHO 結合ドメイン (GST-RBD)がグルタチオンセファロースビー
ズに固定されており、このビーズと細胞溶解液を 4℃、1時間で反応させた。キ
ットに添付されている溶解バッファーで 2 回、洗浄バッファーで 1 回洗浄後、
Laemmli buffer に溶解し、95℃、5分煮沸した。12% SDS-PAGE ゲルに泳動し、
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GST 融合タンパク質を用いたタンパク質相互作用解析 
GST を融合した野生型 RHOAと G17V RHOAを、以前報告されている方法を
参考にして作製した[34]。野生型および変異型 RHOAが挿入されている pGEX 
-2tk vectorを大腸菌 BL21株 (TaKaRa)に形質転換し、GST 融合 RHOAを発現さ
せた。大腸菌を lysis buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, and 
1 % Triton X, 1 mM dithiothreitol, and 1 mM phenyl -methylsulfonyl fluoride)に溶解
させ、超音波にて破砕した。4℃、20,000×g で 15分間遠心後、上清をグルタチ
オンセファロース 4B ビーズ (GE healthcare)と共に 4℃、45分間反応させた。そ
の後、lysis buffer にて 2回洗浄した。 
N末端欠損 ECT2 を NIH3T3細胞にトランスフェクションさせ、48時間後に
lysis bufferにて溶解した。この細胞溶解液と GST 融合 RHOAを 4℃、2時間反
応させた。その後ビーズを 3 回 lysis buffer で洗浄後、Laemmli buffer に溶解し、
95℃5分間煮沸した。SDS-PAGEにてタンパク質を分離した後、抗 GST 抗体、
抗 ECT2 抗体でタンパク質を検出した。 
 
SRF-REレポーター解析 
血清応答因子応答配列 (Serum Response Factor-Response Element：SRF-RE)の活
性を測定するため、pGL4.34レポーターベクター (Promega)を用いてレポーター
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アッセイを行った。SRF-REは ternaly complex factor (TCF) binding domain を欠い
た serum response element の変異型であり、RHOAが活性化されることで引き起
こされる SRF依存、TCF非依存パスウェイに反応するように設計されている[35]。
24穴プレートにNIH3T3細胞を播種し、1ウェル当たり pGL4.34ベクター 40ng、






カバーガラス上で NIH3T3 細胞に野生型および変異型 RHOA をトランスフェ
クションさせた。48 時間後、細胞を 4%パラホルムアルデヒドにて固定した (室
温 15分間)。浸透性を高めるために、0.5% Triton X-100にて 10 分間反応させ、
PBS で洗浄後、rhodamin phalloidin (100nM; Cytoskeleton)を反応させた。二重染色
を行う際には、Trition X-100で処理後、ブロッキングのために 3%ウシ血清アル
ブミン＋0.1% Triton X-100を室温で 1時間反応させた。その後、抗 Mycタグ抗
体で 1時間反応させ、PBS で 3回洗浄後、抗マウス IgG-Alexa Fluor 647 抗体と
rhodamin phalloidin を共に反応させた。核は 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 












レンチウイルスを感染させた Jurkat 細胞を 96 穴プレートに播種し、Cell 




 Jurkat 細胞の細胞周期解析を、5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)と 7-amino 
-actinomycin. D (7-AAD)の 2重染色による BrdU Flow Kit (BD Pharmingen)を用い
てプロトコール通りに行った。Jurkat 細胞を BrdUによりラベリングし (10μM  
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BrdUで 30分間培養)、ホルムアルデヒドによる細胞固定、細胞膜浸透化を行っ
た後、DNase処理して BrdUエピトープを露出した。その後、APC 標識抗 BrdU
抗体と 7-AADを反応させ、FACSCalibur (BD Biosciences)を用いてフローサイト
メトリー分析を行い、FlowJo software (Tree Star)を用いて解析した。 
 
Jurkat 細胞及び NIH3T3 細胞での mRNAシーケンス 
 ドキシサイクリンで RHOA発現が誘導される Jurkat 細胞を作製し、ドキシサ
イクリン (2μg/ml)を添加して mock、野生型 RHOA、G17V RHOA を発現させた。
2日後にそれぞれの Jurkat 細胞を回収し、Total RNAを RNeasy mini kit (Qiagen)
を用いて精製した。また、mock、野生型および G17V RHOA (pGCDNsamIRESGFP 
vector)を NIH3T3細胞に一過性に過剰発現させ、48時間培養後に FACSAriaを用
いてトランスフェクションした細胞のみを分離し、同様に Total RNAを精製した。
シーケンス用のライブラリーは TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (Illumina)
を用いて作製した。いずれもプロトコール通りに行った。ライブラリーの品質
管理は Agilent 2200 TapeStation (Agilent)を用いた。ライブラリーを、Illumina 
Cluster Station を用いて Illuminaフローセルへ結合した。シークエンシングは
HiSeq2000 (Illumina)を用いてプロトコール通り行った。 
RNAシーケンシングにて得られた配列は、genomon-fusion (http://genomon. 
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hgc.jp/rna/) パイプラインを用いてリファレンス配列にマッピングした。個々の
遺伝子の発現は、遺伝子にマッピングされたリードを元に、FPKM (Fragments Per 
Kilobase of exon per Million mapped fragments)値を算出した。Gene-Set Enrichment 
Analysis は GSEA ver. 2.0 を用いて解析した[36, 37]。Molecular Signatures Database
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第 3 章 結果 
3.1 G17V RHOA の活性化評価 
RHOA活性を評価するにあたり、活性型 RHOA (GTP-RHOA)を特異的に認識
する Rho effector タンパク質の 1つ，Rhotekin の Rho 結合領域 (Rho Binding 
Domain：RBD)を使用した[33]。GST タグを融合した Rhotekin-RBD を、グルタ
チオンアガロースビーズに結合させ、このビーズを用いて細胞溶解液から活性




 Fig. 7  Rhotekin-RBD pull-down assayの概略 
 グルタチオンアガロースビーズに結合させた GST 融合 Rhotekin-RBD を、細胞溶解液と
反応させ、GTP-RHOA  (活性型 RHOA)のみを分離する。その後ウェスタンブロット法にて
GTP-RHOA を検出する。 
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まず、GTP との結合能を調べるため、GTPγS を用いて pull-down assayを行っ
た。GTPγS は、加水分解されない GTP のアナログであり、RHOA は GTPγS と
安定的に結合する。これにより、RHOA と GTP との結合能を評価することが可
能となる。NIH3T3 細胞に Flagタグを付けた野生型 RHOA (Flag-RHOA (WT))お
よび G17V RHOA (Flag-RHOA (G17V))を過剰発現させ、その細胞溶解液を用いて
pull-down assayを行った。内因性の野生型 RHOAおよび Flag-RHOA (WT)は活性
型 RHOAのバンドを検出したが、Flag-RHOA (G17V)では検出できなかった(Fig. 




G14V RHOA変異体の立体構造をもとに構造推定した。野生型 RHOA では、G17
の O元素と K118の側鎖が、それぞれ水分子と疎水ポケットを介して、GDP/GTP




定からも、G17V RHOA では GDP/GTP との結合が阻害されていることが推測さ
れた。 
 




Fig. 8  G17V RHOA変異体のGTP/GTPγS結合能の評価 
Flag-RHOA (WT) (2μg/dish) 、またはFlag-RHOA (G17V) (10μg/dish)をNIH3T3にトランスフ
ェクションし、2日後に細胞を溶解。細胞溶解液にGTPγS (200μM)を室温で15分間反応させ、
Rhotekin pull-down assayを行った。SDS-PAGE後、抗RHOA抗体 (左図)、抗Flagタグ抗体 (右
図)にて検出した。上図は細胞溶解液中のRHOA (Total RHOA)、下図はPull-downしたサンプ
ルのRHOA (Active RHOA ; GTP/GTPγSと結合しているRHOA)を示している。下図において、
Flag-RHOA (G17V)のバンドが検出できないことから、GTP/GTPγSとの結合が阻害されてい




Fig. 9  G17V RHOAの推定立体構造  
(東京大学大学院理学系研究科生物化学専攻、濡木埋先生による立体構造推定) 
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クションするG17V RHOAの量を変えてRhotekin pull-down assayを行った。4回の
実験の代表的なウェスタンブロットの結果と、デンシトメーターを用いて求め
た各実験の活性型Flag-RHOA (WT)の割合を示す  (Fig. 11)。共存するG17V 
RHOAの量が増えるに従い、活性型Flag-RHOA (WT)が減少する傾向がみられた。 
 




Fig. 10  G17V RHOAの野生型RHOAに対する影響 
a. NIH3T3細胞にFlag-RHOA (WT) (2μg/dish)単独、またはFlag-RHOA (WT) (2μg/dish)と
Myc-RHOA (G17V) (8μg/dish)を共トランスフェクションさせ、2日後に細胞を溶解し、
GTPγSを添加せずにRhotekin pull-down assayを行った。SDS-PAGE後、抗RHOA抗体 (左図)、
抗Flagタグ抗体 (右図)にて検出した。 
b. Fig 10aのバンド濃度をデンシトメーターで測定し、Flag-RHOA (WT)のActive RHOA/Total 
RHOAを算出してGTP結合効率を算出した。4回の独立した実験の平均値を示す。誤差範囲











Fig. 11  容量依存的なG17V RHOAのドミナントネガティブ効果 
a. NIH3T3にFlag-RHOA (WT) (2μg/dish)とともに、Flag-RHOA (G17V)を量を変えて (0, 2, 4, 
8μg/dish)トランスフェクションし、Rhotekin pull-down assayを行った。4回の実験のうち、
代表的な結果を示す。 
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3.3  G17V RHOA 以外の RHOA変異体の機能解析 
今回のシーケンス解析では、G17V RHOA 以外にも、G17del および A161E 
RHOA変異が、それぞれ 1例ずつ認められた。これらの変異体に関しても、G17V 
RHOAと同様の機能を有するのか、Rhotekin pull-down assayにて検証した。 
GTPγS を添加して GTP との結合能を解析したところ、いずれの変異体も、
G17V RHOAと同様に活性型をとることができなかった (Fig. 12a)。また、各変
異型 RHOAをMyc-RHOA (WT)と共トランスフェクションし、Myc-RHOA (WT)
への影響を調べたところ、G17del RHOA、A161E RHOAともに DN効果を認め
た (Fig. 12b)。以上のことから、AITLにおける RHOA変異は、DN効果によっ
て野生型 RHOAを抑制することにより、AITLへの発症に寄与していると推測さ
れた。 




Fig. 12  G17del/A161E RHOA 変異体の機能解析 
a. Flag-RHOA (G17del)または Flag-RHOA (A161E)をNIH3T3にトランスフェクションし、Fig. 
8と同様の方法で、GTPγS との結合能を評価した。Flag-RHOA (WT)、Flag-RHOA (G17V)
の結果も併せて示す。下図において、G17del、A161E RHOAのバンドが検出できないこと
から、G17V RHOAと同様に GTP/GTPγS との結合が阻害されていると推測される。 
b. Myc-RHOA (WT)にFlag-RHOA (G17V)、(G17del)、(A161E)を共トランスフェクションし、

















RhoGEF binding assayを行って検証した。ECT2 は N末端の BRCT ドメインによ
り、C 末端の DH/PH ドメインの機能が抑制されている[40]。そのため、RHOA
との結合が可能である N末端を欠損した活性型 ECT2 を作製し、NIH3T3細胞に
過剰発現させた。その細胞溶解液を、同量の GST タグを融合した野生型 RHOA
またはG17V RHOAで pull-downし、結合したN末端欠損ECT2の量を比較した。
その結果、野生型 RHOAに対し、G17V RHOAとの結合量が明らかに増加して
いた (Fig.13)。以上より、G17V RHOAは RhoGEFとの結合が亢進しており、そ
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レポーターベクターとともに野生型 RHOA、変異型 RHOAを NIH3T3 細胞に
共トランスフェクションさせ、ルシフェラーゼ活性を測定した。野生型 RHOA
および活性型変異体 G14V RHOAを過剰発現させると、レポーター活性が上昇
したのに対し、G17V RHOA および DN変異体 T19N RHOAの過剰発現では活性
の低下が見られた (Fig. 14a)。また、G17V RHOA の発現量を増やすと、容量依
存的にレポーター活性が抑制された (Fig.14b)。さらに、野生型 RHOAと G17V 
RHOAを共に過剰発現させると、容量依存的な G17V RHOAの DN 効果が確認
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Fig. 14  G17V RHOAの転写因子活性への影響 
G17V RHOAが SRF-RE 転写活性に及ぼす影響を、レポーターアッセイにて評価した。1
回の実験は 3 wellずつ行い、その平均値±SD を示している。独立した 3 回の実験のうち、
代表的な結果を示す。 
a. NIH3T3細胞に、野生型 RHOA、および変異型 RHOA (G14V、G17V、T19N)を過剰発現さ
せ、SRF-RE レポーター活性を行った。野生型および活性型変異である G14V RHOAは活
性が増加したのに対し、G17Vおよび DN 変異である T19N RHOA は低下した。 
b. G17V RHOAによる SRF-RE レポーター活性の低下は、用量依存的(G17V RHOA のベクタ
ー量は 16, 48, 144 ng/well)である。 
c. 野生型 RHOAにより活性が増加した SRF-RE レポーター活性は、G17V RHOA によりそ
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3.6 G17V RHOA の細胞骨格への影響 




野生型 RHOA、G14V RHOA を過剰発現した細胞では、ストレスファイバー形
成が亢進したのに対し、G17Vおよび T19N RHOAは、その形成を著明に抑制し、
細胞形態の変形も観察された。また、恒常的に野生型 RHOAを発現している細
胞株に G17V RHOA を過剰発現させると、F-actin 染色が抑制され、DN効果が観















    b 
 
Fig. 15  G17V RHOAによる細胞骨格への影響 
a. 野生型および変異型 RHOA を NIH3T3 にトランスフェクションし、phalloidine を用いて
F-actinを染色した。Vectorに搭載されている GFP をマーカーとしてトランスフェクション
された細胞を検出した。WTおよび G14V ではストレスファイバー形成が亢進したのに対
し、G17Vおよび T19N ではストレスファイバー形成や細胞の広がりが抑制された。 
b. レトロウイルスを用いて恒常的に野生型 RHOAを発現している細胞を作製し、この細胞
にMycタグを付加した G17V RHOAをトランスフェクションした。野生型 RHOAによる
ストレスファイバーの増加は、G17V の存在により抑制された。 
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3.7 T細胞株での G17V RHOAの影響 
次に、G17V RHOA が T細胞においてどのような影響を与えるのか検証した。
ドキシサイクリンにて RHOAの発現を誘導できる Jurkat 細胞を作製し、ドキシ
サイクリン投与の有無で、細胞増殖・細胞周期がどのように変化するのか解析
した。その結果、野生型 RHOAを過剰発現させた Jurkat 細胞では細胞増殖が明
らかに低下し (Fig. 16)、また細胞周期においても G1期から S 期への移行が抑制
されていたのに対し (Fig. 17)、G17V RHOA の過剰発現ではそれらの変化が見ら
れなかった。 
以上のことから、少なくとも過剰発現させた場合において、細胞周期が抑制
されることにより生じる RHOAの細胞増殖抑制効果が、G17V RHOA では欠如
していると推測された。 
 




Fig. 16  T細胞における G17V RHOAの影響 
a. Doxycyclineで野生型 RHOAまたは G17V RHOAの発現が誘導される Jurkat細胞を作製し
た。Doxycycline 投与 4日後の細胞を溶解し、ウェスタンブロットにて発現を確認した。 
b. Fig 16a の Jurkat細胞を用いて細胞増殖アッセイを行った。ドキシサイクリン投与後より
1日毎に測定した。Cell counting kit-8の試薬を投与し、2時間後の吸効度 (450nm)から細胞
数に換算した。1 回の実験は 4well ずつ行い、その平均値±SD を示している。独立した 3
回の実験のうち、代表的な結果を示す。 
  





Fig. 17  Jurkat細胞における細胞周期解析 
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3.8 Jurkat 細胞及び 3T3細胞での遺伝子発現への影響 
 最後に、G17V RHOA による遺伝子発現への影響を評価するため、トランスク




RHOAで SRF pathwayの発現が優位に上昇していた (Fig. 18)。SRF は RHOA依
存性に活性化されることが知られており [41] 、また、この SRF pathwayは、胸
腺における T細胞の分化に不可欠であることが報告されている[42, 43]。その一
方、G17V RHOA発現細胞では、SRF pathwayの発現上昇が見られなかった。以
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a) Jurkat cells






V$SRF_C 1.82 0.000 0.137
b) NIH3T3











V$SRF_Q4 2.27 0.000 0.000 SGCGSSAAA_V$E2F1DP2_01 -1.89 0.000 0.007
V$SRF_Q5_01 2.24 0.000 0.000 V$E2F4DP1_01 -1.73 0.000 0.036
V$SRF_01 2.16 0.000 0.000 V$E2F1_Q6 -1.69 0.000 0.037
CCAWWNAAGG_V$SRF_Q4 2.14 0.000 0.000 V$E2F4DP2_01 -1.68 0.000 0.030
TCANNTGAY_V$SREBP1_01 2.13 0.000 0.000 V$E2F1DP2_01 -1.67 0.000 0.028
V$SRF_C 2.09 0.000 0.000 V$E2F1DP1_01 -1.66 0.000 0.026
V$NKX25_02 2.05 0.000 0.000 V$E2F_02 -1.64 0.000 0.026
AAANWWTGC_UNKNOWN 2.04 0.000 0.001 V$E2F_Q4_01 -1.60 0.000 0.037
V$SOX5_01 2.04 0.000 0.001 V$E2F_Q6 -1.56 0.000 0.049
V$FOXO4_01 2.01 0.000 0.001 V$E2F_01 -1.54 0.016 0.054











V$FREAC4_01 2.04 0.000 0.013 V$E2F_Q6_01 -2.65 0.000 0.000
V$RP58_01 1.99 0.000 0.013 V$E2F_02 -2.62 0.000 0.000
TGTYNNNNNRGCARM_UNKNOWN 1.96 0.000 0.013 V$E2F_Q3 -2.61 0.000 0.000
V$MYOGNF1_01 1.92 0.000 0.018 V$E2F1_Q6 -2.61 0.000 0.000
V$AP1_Q6_01 1.85 0.000 0.024 SGCGSSAAA_V$E2F1DP2_01 -2.61 0.000 0.000
V$STAT5B_01 1.82 0.000 0.031 V$E2F_Q6 -2.61 0.000 0.000
V$VDR_Q3 1.81 0.000 0.027 V$E2F1DP1_01 -2.60 0.000 0.000
RGTTAMWNATT_V$HNF1_01 1.80 0.002 0.029 V$E2F1_Q3 -2.59 0.000 0.000
V$FXR_IR1_Q6 1.79 0.002 0.027 V$E2F1DP2_01 -2.59 0.000 0.000
V$TBP_01 1.78 0.000 0.026 V$E2F4DP1_01 -2.59 0.000 0.000
 
 
Fig. 18  野生型および G17V RHOA を過剰発現させた細胞における GSEA解析 
a, b. mockと比較し、WTまたは G17V RHOA を過剰発現した Jurkat細胞(a)と NIH3T3細胞
(b)において、優位に上昇、低下している遺伝子群を示す。 
(FDR<0.25、normalized enrichment score (NES)の上位 10セット)。 
c. Jurkat細胞、NIH3T3 細胞での SRF_C gene setの enrichment plotを示す 
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第 4 章 考察 




同じ RHOAの 17 番アミノ酸変異体である、G17A RHOAは、RHOAの DN変
異体の 1つとして以前より知られているが、G17A RHOAは、そのアミノ酸配列
の相同性から G15A Ras と同等の変異体として作製されたものである (Fig. 6)。
Ras の DN変異体である G15A Ras と S17N Ras 変異体は、いずれも GTP との結
合が阻害されている[44]。野生型Rasが不活性型から活性型へ移行する反応では、
GDP が解離して GTP が結合するまでの間に、一時的に nucleotide-freeの状態と
なる[45]。Ras は nucleotide-freeの状態において RasGEFと強固に結合するが、
GDP/GTP が存在することでその親和性は低下する[46]。つまり、GTP と結合が
阻害されている G15A Ras 及び S17N Ras が Ras GEFと結合した際に、nucleotide 
-freeの状態が維持されてしまうために Ras GEFとの解離が阻害されている。そ
の結果、野生型 Ras と反応できる RasGEFが減少するためにドミナントネガティ
ブに働くと考えられている。しかし、この２つの変異体には異なる点があり、
S17N Rasは GDP との結合能は保たれていて、RasGEFとの結合が可逆的である
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のに対し、G15A Ras は GDP とも結合できず、RasGEFと非可逆的に結合し、S17N 
Ras よりもその親和性が高い。そのため、G15A Ras の DN効果は S17N Rasより
優ると予想されるが、G15A Ras が細胞内で不安定であるため、DN変異体とし
ては S17N Rasが一般的に用いられている[21, 45]。 
G17V RHOAとG17A RHOAの類似性について、立体構造から検討してみると、




G17A RHOAも G17V RHOA と同様の理由で GDP/GTP との結合が阻害されると
考えられる (Fig.9)。 
本研究での結果、および G17A RHOAとの立体構造の類似性は、G17V RHOA
がドミナントネガティブに作用することを強く支持するものである。ただし、
G15A Ras でも指摘されているのと同様に、本実験でも G17V RHOA の発現レベ
ルは野生型 RHOA と比べて明らかに低く (Fig. 16a)、この変異体も細胞内では不
安定であるという特徴がある。また、発現レベル以外にも、SDS-PAGEで分離
した際に、野生型 RHOAよりも泳動距離が短いことが本研究で確認された (Fig. 
8)。これはタグを取り除いた RHOAでも同様に観察されており、この理由の一
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また、G17V RHOA が RhoGEFを介してドミナントネガティブに作用している
ことから、結合した GEFの種類によっては他の Rho Familyタンパク質にも影響
















もある。慢性骨髄性白血病でみられる Bcr-Abl 融合遺伝子は、Abl チロシンキナ
ーゼの恒常的な活性化が主な病態であるが、Bcrに含まれる RhoGEF domain 
(DH-PH)によって RHOA も活性化されており、これが形質転換の一部に関与し
ている[50]。また、Mixed Lineage Leukemia (MLL) gene との転座で生じる急性骨






Fas経路によるアポトーシスを検証した in vitroの研究では、Fas ligandの発現は、
RHOA活性型変異体を導入すると増加するのに対し、RHOA DN変異体では減少
した[55]。また、アポトーシス自体も活性型変異体の導入では増強するのに対し、
DN変異体の導入および RHOAのエフェクターである ROCKの阻害剤 (Y27632)
により抑制される、という報告もある[56, 57]。 
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さらに興味深いものとして、ボツリヌス菌 C3トランスフェラーゼのトランス














れており、ボツリヌス C3酵素や DN変異体を用いた研究からは、RHOAは G1
期から S 期への移行を促進させる働きがあると考えられていた[60, 61]。今回の
結果はそれとは相反するものであるが、G14V RHOA または T19N RHOA 変異体










細胞リンパ腫は CD4＋CD8＋double positive T cell から成り立っており、AITLが
CD4
+








機能を詳細に解析した報告はないことから、今後 Conditional RHOA knockout 
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miceによる in vivo での RHOAの機能解析が不可欠と考えられる。ただし、前述
した通り G17V RHOA が RHOA以外の Rho familyタンパク質に対しても影響を
及ぼしている可能性があるため、RHOA knockout とは表現系が異なる可能性は
否定できない。そこで我々は、T細胞でG17V RHOAを発現するCD2-G17V RHOA 
transgenic miceを現在作製しており、今後 in vivoでの解析を行う予定である。 
 
4.3 G17V RHOA と他の遺伝子変異との関連について 
近年、AITLで報告されている TET2、IDH2、DNMT3A遺伝子変異[5,7-9]と
RHOA G17Vとの関連を調べるために、我々は 79症例の PTCLにおいて、これ
ら３つの遺伝子に対してもターゲットシーケンスを行った (Fig. 19a)。 
各々の遺伝子変異の関係をみると、明らかな相関が見られた (Fig. 19b)。RHOA
変異を有する症例には、全て TET2変異が見られ、IDH2変異を有する症例は、1
例を除いて全て RHOA 変異を有していた。また、ほとんどの症例において TET2
変異のアレル頻度は、RHOA、IDH2のアレル頻度よりも高かった (Fig. 19c)。 
また、皮膚に病変を認めた PTCL-NOS 患者 (RHOA変異、DNMT3A 変異、２
つの TET2変異を有する)の検体を詳細に解析したところ、DNMT3A 変異と１つ
の TET2変異は、皮膚病変から分離した CD4＋および CD8＋細胞いずれにも変異
を認めたが、RHOA 変異、および残りの TET2変異は CD4陽性細胞のみに検出
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された (Fig. 20)。以上より、TET2変異が RHOA変異よりも未分化な細胞で生じ








よって、G17V RHOA の DN効果が増強されている、という仮説も考えられる。




化制御の破綻が、G17V RHOA の DN効果とどのようにクロストークし、どのよ
うな機序で AITLが発症するのか、in vitro においては TET2をノックダウンさせ
た細胞にG17V RHOAを過剰発現させる系を確立させ、また in vivoにおいては、
TET2 knockout と G17V RHOA の double transgenic miceを作製し、それぞれの系





Fig. 19  PTCLにおける RHOA、TET2、IDH2、DNMT3A遺伝子変異の関連性 
a, TET2、IDH2、DNMT3A における遺伝子変異の位置を示す。 









Fig. 20  皮膚に病変を認める PTCL-NOS患者の遺伝子変異解析 
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第 5 章 結語 
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